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Abstract: Bei der Analyse der RNA-Dynamik in lebenden
Zellen werden �blicherweise transgene Methoden eingesetzt.
Diese erfordern modifizierte RNAs und Zellen. Hingegen er-
mçglichen Hybridisierungs-Fluoreszenzsonden Untersuchun-
gen an Wildtyp-Zellen. Wir haben Nuklease-resistente
FIT(„DNA-forced intercalation“)-Sonden entwickelt, in denen
hohe Anstiege der Fluoreszenz durch Hybridisierung mit einer
großen Helligkeit einhergehen, sodass einzelne Ribonukle-
otidpartikel (RNP) verfolgt werden kçnnen. Hierbei dient ein
einzelner Thiazolorange(TO)-Interkalationsfarbstoff als Nu-
kleobasensurrogat w�hrend eine benachbarte LNA(„locked
nucleic acid“)-Modifikation die Umgebung konformativ fi-
xiert. Dies schließt Fluoreszenzabklingkan�le und erhçht so
die Helligkeit von TO in Sonden-Ziel-Komplexen. Zwei FIT-
Sonden reichen aus, um oskar-RNPs in lebenden Wildtyp-
Oozyten von Drosophila melanogaster zu verfolgen.

Der Visualisierung von RNA bzw. RNPs sowie deren Dy-
namik in lebenden Zellen kommt eine Schl�sselrolle f�r die
Zell- und Entwicklungsbiologie zu.[1] Der Bedarf an bildge-
benden Methoden hat die Entwicklung von molekularen
Sonden angetrieben, die eine Hybridisierung mit komple-
ment�rer RNA durch verst�rkte Fluoreszenz anzeigen
kçnnen.[2] F�r den erfolgreichen Einsatz in der Lebendzell-
Bildgebung m�ssen diese Sonden 1) bei Anwesenheit der
Ziel-RNA eine starke Fluoreszenzerhçhung zeigen, um ge-
bundene von ungebundenen Sonden zu unterscheiden;
2) Stabilit�t im intrazellul�ren Milieu aufweisen, was �bli-

cherweise durch modifizierte Nukleotide erzielt wird, und
3) eine große absolute Helligkeit besitzen, damit sich auch
Ziel-RNAs bei lokal geringer Konzentration in hoher r�um-
licher Auflçsung deutlich von der zellul�ren Autofluoreszenz
abheben.

Die ersten beiden Kriterien werden durch 2’-O-Me-RNA-
modifizierte „Molecular Beacon“(MB)-Sonden, reaktive
Sonden und FIT-Sonden (Abbildung 1A) erf�llt.[3] Wenn
jedoch individuelle RNPs detektiert werden sollen, gilt die
Helligkeit als begrenzender Faktor. Haupts�chlich aus diesem
Grund werden RNPs in der Regel durch transgene Methoden
visualisiert. Hierbei werden die Ziel-RNA mit angeh�ngten
Markierungssequenzen („Tags“) sowie fluoreszierende Fusi-
onsproteine koexprimiert.[4] Weit verbreitet ist vor allem das
MS2-FP-System (FP = fluoreszierendes Protein), bei dem
dutzende rekrutierte Fluorophore pro RNA-Molek�l zu einer
großen Helligkeit f�hren (Abbildung 1B).[5] Allerdings
kçnnen die Verwendung von Sequenz-Tags sowie die k�nst-
liche Expression die RNA-Struktur bzw. die Dynamik der
RNP-Biogenese beeintr�chtigen. Dagegen erçffnen fluoro-
gene Hybridisierungssonden die Mçglichkeit, endogene, un-
ver�nderte RNA-Molek�le oder RNPs zu detektieren.
Wahrscheinlich am wichtigsten ist, dass bei Untersuchungen
von Spezies, die transgenen Methoden nicht oder nur bedingt
zug�nglich sind, der Einsatz chemischer Sonden die einzige
Methode darstellt, mit der Informationen �ber die RNP-
Dynamik erhalten werden kann.

Abbildung 1. A) FIT-Sonden und Struktur des Ser(TO)-Nukleotids.
Prinzip der Lebendzell-Bildgebung von B) haarnadelmarkierter transge-
ner RNA durch GFP-MS2-H�llproteine oder C) Wildtyp-RNA durch
mehrere FIT-Sonden.
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Wir nahmen an, dass eine geringe Anzahl (� 5) kurzer
(< 20 nt) und besonders heller Fluoreszenzsonden, die an
unterschiedliche Abschnitte derselben mRNA binden, ein
Fluoreszenzsignal liefert, das die Darstellung endogener
RNPs ermçglicht (Abbildung 1C). Konventionelle MBs be-
ruhen auf einer Konformations�nderung, durch die ein
Chromophor von einem Fluoreszenzlçscher separiert wird.[6]

Dies kann ebenfalls durch unspezifische Wechselwirkungen
mit Proteinen hervorgerufen werden.[7] Zus�tzlich begrenzt
eine auch im gebundenen Zustand verbleibende Fluores-
zenzlçschung die Helligkeit von MB-Sonden. K�rzlich be-
richteten wir �ber Lçscher-freie FIT-Sonden (Abbil-
dung 1A).[8] In diesen dient ein einzelner Farbstoff aus der
Thiazolorange(TO)-Familie in einer Hybridisierungssonde
als Basensurrogat. Als Einzelstrang zeigen FIT-Sonden eine
geringe Fluoreszenz. Hybridisierung mit Ziel-RNA erzwingt
die Interkalation des Farbstoffs, wodurch die Emission stark
ansteigt.[9] Um die Helligkeit der FIT-Sonden zu erhçhen,
haben wir k�rzlich den responsiven TO mit dem extrem
hellen Oxazolopyridinabkçmmling JO kombiniert.[10] Die
dual markierten Sonden erwiesen sich in waschfreien FISH-
Experimenten als sehr erfolgreich. Allerdings verhinderte die
mangelnde chemische Stabilit�t, dass JO in chemisch modi-
fizierte, Nuklease-resistente Sonden eingebaut werden
konnte, wie sie f�r die Lebendzell-Bildgebung bençtigt
w�rden.

Im Streben nach hellen Hybridisierungssonden f�r die
Detektion von RNPs in lebenden Zellen �berdachten wir das
Design von FIT-Sonden. In einer Umgebung geringer Vis-
kosit�t induziert die Anregung des TO-Farbstoffs eine Ro-
tation um die zentrale Methinbr�cke, die den angeregten
Zustand rasch entvçlkert.[11] Bei Hybridisierung wird der
Farbstoff in den doppelhelikalen Basenstapel gezwungen. Die
Umgebung hoher Viskosit�t behindert die Rotation.[12] Die
resultierende Verl�ngerung der Lebensdauer des angeregten
Zustands l�sst die Quantenausbeute ansteigen. Wir folgerten,
dass die Helligkeit Ziel-gebundener FIT-Sonden gesteigert
werden kçnnte, wenn es gel�nge, die Viskosit�t in der Um-
gebung des TO-Farbstoffs weiter zu erhçhen. Wir nahmen an,
dass dies durch eine konformative Fixierung realisiert werden
kçnnte. In DNA-RNA-Duplexen nimmt die RNA eine A-
Typ-Konformation ein, w�hrend der DNA-Strang weniger
definiert erscheint.[13] NMR-Untersuchungen,[14] MD-Simu-
lationen[15] und Ladungstransfermessungen[16] belegen, dass
der Einbau von LNA („locked nucleic acid“) in den DNA-
Strang dessen A-Typ-Struktur verfestigt, weil der Zucker in
der erforderlichen C3’-endo-Konformation fixiert wird (Ab-
bildung 2).[17] Die verst�rkte Rigidit�t sowie die begleitende

Abnahme des Hubs pro Basenpaar, die durch LNA bewirkt
werden, sollten das f�r Rotationen um die Methinbr�cke
bençtigte Volumen verringern. Als Resultat sollte die
Quantenausbeute der TO-Emission ansteigen.

Zur �berpr�fung dieser Hypothese wurde eine DNA-
FIT-Sonde, die gegen ein Segment der Neuraminidase-
mRNA von H1N1-Influenza gerichtet ist, an unterschiedli-
chen Positionen mit LNA modifiziert (Abbildung 3A). Die

TO-Position wurde konstant gehalten. Wir ermittelten UV/
Vis- und Fluoreszenzspektren vor und nach Zugabe der Ziel-
RNA. Durch das LNA-Monomer wurde die Quantenaus-
beute um 17–152% erhçht, vorausgesetzt, dass LNA in di-
rekter Nachbarschaft zu TO platziert wurde (siehe grau
markierter Bereich in Abbildung 3A). Dies wurde sowohl f�r
Einzel- als f�r Doppelstr�nge beobachtet. Der Fluoreszenz-
anstieg blieb daher weitgehend unver�ndert, wenn nicht
mehrere LNA-Monomere gleichzeitig eingef�hrt wurden.
Der „LNA-Effekt“ verschwand, sobald eines oder mehrere
Nukleotide zwischen TO und LNA platziert wurden. Dies
l�sst den Schluss zu, dass die verst�rkte Fluoreszenzemission
vornehmlich durch eine lokale, LNA-induzierte Verfestigung
der Duplexstruktur erzielt wird.

Abbildung 2. A) In Nukleins�ure-Duplexen kçnnen Nukleoside die C3’-
endo- (links) und die C2’-endo-Konformation (rechts) einnehmen.
B) LNA ist in der C3’-endo-Konformation fixiert.

Abbildung 3. Vergleich der Quantenausbeuten A) vor (grau) und nach
Hybridisierung mit Ziel-RNA CAACGGCAUAAUAACUG (schwarz), ein-
fache LNA-Markierung neben TO ist grau hinterlegt; B) im hybridisier-
ten Zustand der FIT-Sonden. C,D) Absorptions- (gestrichelt) und Emis-
sionsspektren (durchgezogen) im hybridisierten Zustand der DNA-
Sonden (grau, N* = dN) und der LNA-verbesserten Sonden (schwarz,
N*= NL). Bedingungen: 0.5 mm Sonden und 5 �quiv. Ziel-RNA (falls
zugesetzt) in PBS (100 mm NaCl, 10 mm Na2HPO4, pH 7) bei 37 8C;
lex = 485 nm, lem = 500–700 nm, slitex = 5 nm, slitem = 5 nm.
(X = Ser(TO), LNA-Modifikationen sind mit tiefgestelltem L markiert).
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Wir untersuchten die Robustheit des „LNA-Effekts“ und
positionierten ein formales Dinukleotid, das aus dem TO-
Nukleotid und einem benachbarten LNA-Monomer bestand,
an acht verschiedenen Positionen eines 17-mer-Oligo-
nukleotids. (Abbildung 3B). Wie bereits vormals berichtet,
h�ngt die TO-Emission von der Sequenzumgebung ab.[10]

Allerdings wurde deutlich, dass der Einbau von LNA in
jedem Fall eine Zunahme der Quantenausbeute (30–187%)
bewirkt.

Drei der acht Sonden, neu2Lb, neu2Ld und neu2Lg,
wurden eingehender untersucht (Tabelle 1). Absorptions-
messungen belegten, dass ein benachbartes LNA-Monomer
den Extinktionskoeffizienten von TO im Einzel- und Dop-
pelstrang um 12–21% vergrçßert (siehe Abbildung 3C und
3D). Mit einem Maximalwert von 98 000m�1 cm�1 ist die Ex-
tinktion um 56 % hçher als die von freiem TO in Lçsung.[18]

Obgleich der zugrundeliegende Mechanismus bisher nicht
gekl�rt wurde, so scheint es plausibel, dass LNA Grundzu-
standswechselwirkungen zwischen TO und den Nukleobasen
verst�rkt.

Um den Einfluss von LNA auf den angeregten Zustand
von TO zu untersuchen, wurden Fluoreszenzlebenszeiten
(Tabellen 1, S1 und Abbildung S1) ermittelt.[18] Die vier be-
obachteten Relaxationsprozesse wurden in sehr schnelle
(0.04–0.08 ns), schnelle (0.13–0.49 ns), mittlere (0.99–1.59 ns)
und langsame (2.13–4.15 ns) Abklingprozesse unterteilt.
Durch Hybridisierung wurden die schnellen und sehr
schnellen Prozesse unterbunden. Des Weiteren bewirkte
LNA eine Verschiebung hin zu langsamen Prozessen. Deren
Anteil wurde auf Kosten der „mittleren Prozesse“ von 60%
auf 81% bei LNA-FIT-Sonden gesteigert (Tabellen 1, S1).
Zus�tzlich wurden die Lebenszeiten des langsamen Prozesses
im Mittel von 2.99 ns auf 3.73 ns verl�ngert. Daraus resul-
tierte eine verl�ngerte Fluoreszenzlebensdauer der LNA
enthaltenden FIT-Sonden, was wiederum mit den erhçhten
Quantenausbeuten korreliert. Die Daten aus UV/Vis-Spek-
troskopie sowie station�rer und zeitauflçsender Fluores-
zenzspektroskopie spiegeln die literaturbekannte Verfesti-
gung wider, die durch den Einbau von LNA erreicht wird und

so mçglicherweise Wechselwirkungen zwischen TO
und benachbarten Nukleobasen fçrdert. Dies sollte
die Entvçlkerung des angeregten Zustands durch
Rotationsprozesse unterbinden.

F�r bildgebende Untersuchungen von oskar-
mRNA enthaltenden RNPs in lebenden Oozyten
von Drosophila melanogaster entwarfen wir einen
Satz von Hybridisierungssonden.[19] Um den Abbau
der Ziel-RNA durch RNase-H zu unterbinden,
wurden vier LNA-Modifikationen eingef�gt. Die
Sonde osk1b zeigte hervorragende Helligkeit bei
Hybridisierung mit der Ziel-RNA in vitro, jedoch
war die Stabilit�t gegen�ber DNase-I-Verdau gering,
sodass das Signal in vivo innerhalb von 45 min ver-
blasste (Tabelle S2, Abbildung S2). Dabei ist zu be-
achten, dass FIT-Sonden – im Gegensatz zu MBs –
bei enzymatischem Verdau keine falsch positiven
Signale liefern (ein Vergleich ist in Lit. [9b] zu
finden). Die vollst�ndig 2’-O-Me modifizierte FIT-
Sonde osk1c erwies sich als deutlich stabiler. Re-

sponsivit�t und Helligkeit dieser Sonde waren jedoch deutlich
verringert. Die Einf�hrung eines einzelnen LNA-Monomers
neben dem TO-Nukleotid in Multi-2’-O-Me-RNA stellte die
Responsivit�t wieder her (Abbildungen S2, S3, Tabellen 2,
S3). Optimale Ergebnisse hinsichtlich Stabilit�t und Fluo-
reszenzeigenschaften wurden erzielt, wenn TO-LNA-Dinu-
kleotid und 2’-O-Me-Segmente in einem Abstand von einem
Nukleotid arrangiert wurden (osk1d).

Die „1-Nt-Abstand-Regel“ (Gapmer) wurde auf weitere,
f�r die Detektion von oskar-mRNA bestimmte Sonden
(osk2–6) �bertragen (Tabellen 2, S4, S5). Die Zielsegmente
f�r osk1–5 wurden so gew�hlt, dass eine Interferenz mit po-
tenziellen Proteinbindungsstellen oder der RNA-Sekund�r-
struktur vermieden wurde. Anhand unterschiedlicher Kom-
binationen testeten wir die LNA-verst�rkten Sonden in
einem Vergleich mit dem oskMS2(10x)-GFP-System.[20] Dazu
ermittelten wir mit dem hintergrundkorrigierten Signal-zu-
Rausch-Verh�ltnis (SNR, beschreibt die normalisierte Hel-
ligkeit der injizierten Sonden) sowie dem Signal-zu-Hinter-
grund-Verh�ltnis (SBR oder Kontrast) zwei Schl�sselpara-

Tabelle 1: Fluoreszenzlebenszeiten, Extinktionskoeffizienten und Quantenausbeu-
ten der DNA und LNA-modifizierten FIT-Sonden.

ON t (a)[a] emax
[b] F[c]

sehr schnell schnell mittel langsam

neu2b 0.047 (43) 0.29 (37) 1.00 (16) 3.16 (4) 82260 0.02
neu2Lb 0.040 (42) 0.27 (37) 1.00 (15) 3.31 (6) 92620 0.02
neu2b+ RNA – 0.23 (25) 1.22 (33) 3.15 (42) 86320 0.16
neu2Lb+ RNA – – 0.99 (31) 3.53 (69) 96350 0.27
neu2d 0.055 (37) 0.38 (34) 1.20 (23) 2.70 (6) 79520 0.05
neu2Ld 0.080 (20) 0.49 (41) 1.30 (29) 3.20 (10) 95330 0.07
neu2d+ RNA – – 0.99 (33) 2.85 (67) 79530 0.20
neu2Ld+ RNA – – 1.50 (20) 3.64 (80) 96250 0.38
neu2g 0.050 (28) 0.40 (37) 1.00 (29) 2.70 (6) 83080 0.04
neu2Lg – 0.13 (14) 1.36 (45) 2.55 (41) 96100 0.14
neu2g + RNA – – 0.94 (28) 2.96 (72) 85020 0.21
neu2Lg+ RNA – – 1.00 (6) 4.15 (94) 98430 0.44

[a] t = Fluoreszenzabklingzeit [ns] mit relativer Amplitude (a) der exponentiellen
Regression in Klammern. [b] Molarer Extinktionskoeffizient [m�1 cm�1] des Absorp-
tionsmaximums (513–518 nm). [c] Quantenausbeute.

Tabelle 2: Vergleich von DNA, LNA, 2’-O-Me und Gapmer-FIT-Sonden
zur Detektion von oskar-mRNA.

ON Sequenz[a] F F/F0 Br[b]

osk1a 83GACTTAAGATAXTAGGTTTTGGCG106 0.22 11.7 9.7
osk1b TLAAGLATAXTLAGGTLT 0.36 13.4 16.4
osk1c GACTTAAGATAXTAGGTTTTGGCG 0.12 4.2 4.9
osk1d TTAAGATAXTLAGGTTTTGG 0.34 13.2 16.6
osk2 2642GCGGAAAAGXTLTGAAGAGA2616 0.40 7.6 19.7
osk3 2229CTCGTTTCAATAACXTLGCA2211 0.28 4.3 14.1
osk4 1462ACCGATXTLTGTTCCAGAAC1444 0.28 5.8 13.1
osk5 2197CGGTTTTCTGGXTLTTGGGT2179 0.43 8.0 21.2
osk6 822GTCAGXTLTTCGATATTCAC804 0.42 6.1 21.1

[a] Unterstrichene Buchstaben repr�sentierten 2’-O-Me-Nukleotide;
tiefgestelltes „L“ repr�sentiert LNA-Nukleotide und X markiert Ser(TO);
tiefgestellte Nummern geben die Position des Segmentabschnitts der
oskar-RNA an. [b] Br = Helligkeit in mLmol�1 cm�1.
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meter, welche die Leistungsf�higkeit in der fluoreszenzmi-
kroskopischen Detektion von Partikeln und Partikel-�hnli-
chen Objekten bestimmen (PLFs, Abbildung S4).

Bereits eine einzige FIT-Sonde gen�gte, um am poste-
rioren Pol lokalisierte oskar-mRNA zu detektieren. Jedoch
konnten geringere Mengen an RNA, insbesondere bewegli-
che, in der Eikammer verteilte RNPs, nicht aufgelçst werden.
Eine RNP-Verfolgung war nicht mçglich (Video S1). Um die
uneingeschr�nkte Detektion von oskar-Transportpartikeln
geringer oskar-mRNA-Beladung zu ermçglichen, wurden
Mischungen verschiedener „Gapmer“-FIT-Sonden in 5–
45 mm Konzentration injiziert (1–4% des Oozytenvolumens).
Im direkten Vergleich der Signalintensit�ten und der SBR
stellten wir fest, dass 3–4 FIT-Sonden im Mittel vergleichbare
Fluoreszenzsignale lieferten wie die 10 GFP-Molek�le, die
ein einzelnes oskMS2(10x)-mRNA-Molek�l markieren (Ab-
bildung 4 A’, A’’ und B). Aufgrund der �hnlichen Fluores-
zenzeigenschaften von GFP und TO liegt die Vermutung
nahe, dass die meisten detektierten RNPs eine vergleichbare
Menge an endogener und transgener (durch GFP detektier-

barer) RNA enthalten.[21] Das SBR, das im TO-Kanal von
injizierten Mischungen gemessen wurde, erschien deutlich
geringer als das SBR im GFP-Kanal vom oskMS2-System
(Abbildungen 4B, S4 E). Dies liegt daran, dass ungebundenes
GFP in den entfernten Kernen der Schwesterzellen gelagert
wird, w�hrend ungebundene Sonden verteilt in der Eikammer
vorliegen. Eine Reduzierung der Anzahl auf zwei FIT-Sonden
verminderte das Hintergrundsignal merklich (Abbil-
dung 4A). Hierbei wurde das SBR soweit gesteigert, dass es
den Wert des oskMS2-GFP-Systems �bertraf (Abbil-
dung 4B).[22] F�r einen direkten Vergleich der FIT-Sonden
mit dem MS2-GFP-System wurden 2–4 Sonden in oskMS2-
GFP-exprimierende Oozyten injiziert. Trotz der suboptima-
len spektralen Einstellungen zur Detektion beider Reporter
(siehe Legende zu Abbildung 4) wurde eine nahezu perfekte
Korrelation beider Signale beobachtet (Abbildung 4C,D und
Video S2).

Die Beweglichkeit von oskar-RNPs wurde mithilfe einer
computergest�tzten Methode zur Verfolgung fluoreszieren-
der Partikel analysiert.[23] Unabh�ngig von der Anzahl der
injizierten Sonden konnten die wichtigsten Beweglichkeits-
parameter, die im TO-Kanal bestimmt wurden, kaum von den
Parametern unterschieden werden, die mithilfe des GFP-
Kanals in injizierten und in nichtinjizierten Kontroll-Oozyten
ermittelt wurden (Tabelle 3 und Abbildung S5 E–G). Der

Anteil beweglicher Partikel und die zur�ckgelegte Wegstre-
cke waren identisch. Bemerkenswerterweise �berlappten bei
der Partikel-Verfolgung trotz der Analyse derselben Oozyten
und des hohen Grades an Kolokalisierung (Abbildung 4D)
lediglich 40% der GFP- und TO-Signale (Abbildung 4G).
Dies und die nahezu identische Anzahl verfolgter RNPs
(Tabelle 3) suggerieren, dass, obwohl eine große Zahl GFP-
positiver oskar-RNPs auf dem TO-Kanal nicht detektiert
wurde – mçglicherweise wegen der suboptimalen Anregung
bei 525 nm, die erforderlich war, um GFP- und TO-Signale
aufzulçsen –, durch FIT-Sonden doch zahlreiche endogene
mRNA enthaltende RNPs erkannt werden konnten, die sich
der Detektion durch das MS2-GFP-System entziehen. Der
Unterschied in der Anzahl „detektierbarer RNA-Molek�le“

Abbildung 4. A) Konfokale Mikroskopiebilder von Wildtyp (w1118)-Oozy-
ten 15 min nach Injektion der FIT-Sonden (A,A’) oder Oozyten, die
oskMS2-GFP exprimieren und in denen nichts injiziert wurde (A’’).
B) Optische Eigenschaften der PLFs. C und F) Projektion von zehn
sukzessiven Bildern von oskMS2-GFP-exprimierenden Oozyten bzw.
Wildtyp-Oozyten (siehe auch die Videos S2 und S3; 1.6 Bilder pro Se-
kunde), in die eine Mischung aus osk1 +2 +4 (je 15 mm) injiziert
wurde. Bilder wurden nahe dem posterioren Pol aufgenommen (siehe
E). Pfeilkçpfe zeigen bewegliche oskar-RNPs an. D) Kolokalisation von
GFP- und TO-Fluoreszenz in (C). E) Wildtyp-Oozyt 15 und 45 min
nach der Sonden-Injektion (osk1 +2 + 4). G) Die oskar-RNP-Trajektori-
en von sechs Oozyten, die mithilfe des oskMS2-GFP-Systems (dunkel-
grau) und der FIT-Sonden (osk1+ 2 + 4, hellgrau) gemessen wurden.
�berlappende Spuren sind weiß dargestellt. Bedingungen: (A, A’, E, F)
lex = 514 nm, lem = 525–625 nm, (A’’) lex = 488 nm, lem = 500–600 nm.
(C) TO: lex = 525 nm, lem = 535–625 nm, GFP: lex = 470 nm,
lem = 480–520 nm. Die Maßstabsleisten repr�sentieren 5 mm (A, C, F
und G) bzw. 50 mm (E).

Tabelle 3: Mobilit�tsparameter der RNPs bei Visualisierung durch MCP-
GFP oder injizierte FIT-Sonden.

Genotyp oskMS2 oskMS2 oskMS2 w1118

Bedingungen nichtinjiziert injiziert injiziert injiziert
Markierung GFP GFP[a] TO[a] TO

Spuren/Oozyten 133/4 158/6 139/6 238/11
Bewegliche
Fraktion [%][b]

23.4�2.5 23.1�2.7 22.8�2.5 20.2�2.3

Wegstrecke[c] [mm] 1.78�1.31 1.82�1.11 1.67�0.98 1.80�1.06
Dauer[c] [s] 4.80�3.65 5.26�3.66 4.1�3.25* 5.02�3.92
Geschwindigkeit[c]

[mms�1]
0.39�0.01 0.38�0.01 0.45�0.01* 0.40�0.01

Eine Mischung aus osk-1 + 2 + 4 (je 15 mm) wurde in Stufe-9-oskMS2-
GFP- und Wildtyp(w1118)-Oozyten injiziert und nach 35–45 min unter-
sucht. [a] GFP- und TO-Signale derselben oskMS2-GFP Oozyten. [b] Mit-
tel�Standardfehler des Mittel. [c] Mittel�Standardabweichung. * signi-
fikante Unterschiede (p<0.05) im Vergleich zu nichtinjizierten oskMS2-
GFP-Oozyten.
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kçnnte ebenfalls erkl�ren, warum 3–4 FIT-Sonden eine �hn-
liche Helligkeit liefern wie 10xGFP.

Die Verwendung LNA-verbesserter FIT-Sonden ermçg-
lichte die Analyse der mRNP-Beweglichkeit in Wildtyp-Oo-
zyten, die kein oskMS2-GFP exprimieren (Abbildung 4E,F,
Video S3). Mit 3–4 LNA-verbesserten Gapmer-Sonden einer
Anfangskonzentration von 40–45 mm beobachteten wir in den
Oozyten eine nahezu identische Anzahl und eine �hnliche
Verteilung von oskar-Partikeln wie in nichtinjizierten GFP-
Kontrollen (Abbildung S5 A).[24] Besonders hervorzugeben
ist, dass die Beweglichkeit der oskar-RNPs keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen beiden Detektionssystemen zeigte
(Tabelle 3, Abbildung S5 E–G). Diese Resultate validieren
LNA-Gapmer-Sonden f�r In-vivo-Untersuchungen des
mRNP-Verhaltens.

Hybridisierungssonden wurden bereits zur Analyse von
RNPs in vivo verwendet. Mhlanga et al. injizierten vier MB-
Sonden und beobachteten den Transport von oskar-mRNA in
ungewçhnlich großen RNPs, die mehrere hundert mRNA-
Molek�le enthielten.[25] Diese großen RNPs zeigten im Ver-
gleich zum oskMS2-GFP-System eine ca. zehnfach reduzierte
Beweglichkeit.[20, 23] Solch große Granula nichtlokalisierter
oskar-mRNA werden in Eikammern unter Stress durch
Nahrungsentzug beobachtet.[26] F�r die bildgebende RNP-
Darstellung scheint es daher geboten, die Bedingungen, unter
denen zugesetzte Nukleins�uren gegen endogen exprimierte
RNA gerichtet werden, sorgf�ltig zu erkunden.

Sonden m�ssen offensichtlich so gew�hlt werden, dass sie
nicht mit der physiologischen RNP-Biogenese interferieren.
Andererseits kçnnte sich eine gezielte Stçrung der Ziel-RNA
als ein wertvoller Ansatz f�r die Analyse der RNA-Struktur
und der Proteinbindungsstellen erweisen. Zur �berpr�fung
dieses Konzepts wurde osk6 so entworfen, dass es den 6 nt
langen proximalen Stamm des „spliced oskar localization
element“ (SOLE) aufbricht (Abbildung 5A). In vorherge-
henden Arbeiten konnte durch genetische Manipulation der

oskar-mRNA gezeigt werden, dass dieses Strukturelement f�r
die Beweglichkeit und die korrekte Lokalisation von oskar
essenziell ist.[23] Die Injektion von osk6 in oskMS2-mCherry
exprimierende Oozyten ermçglichte die Detektion von be-
reits lokalisierter RNA am posterioren Pol (Abbildung S6A).

Dies belegt, dass die Sonde in vivo mit ihrem Zielmolek�l
hybridisieren kann. Wie bereits vorher diskutiert, erschien
das Signal einer einzelnen Sonde zu schwach, um individuelle
RNPs zu detektieren (vergleiche osk1d und Video S1 sowie
osk3 in Abbildung S6B). Jedoch gelang mit dem mCherry-
Reportersystem die Analyse der Beweglichkeit der oskar-
RNPs, die durch osk6 deutlich beeintr�chtigt wurde. Im Un-
terschied zu den �brigen Sonden wurden eine drastisch ver-
ringerte Anzahl und deutlich verk�rzte Wegstrecken der
mobilen RNPs beobachtet (Abbildung 5B,C). Dieses Resul-
tat zeigte eine große �hnlichkeit zu den Ergebnissen von
Untersuchungen zur genetischen Manipulation der SOLE-
Struktur von Ghosh, Marchand et al.[21]

Zusammenfassend haben wir eine Methode zur Verbes-
serung der Helligkeit fluorogener Hybridisierungssonden
(FIT-Sonden) entwickelt, die ein einzelnes, umgebungsemp-
findliches Thiazolorange(TO)-Nukleotid enthalten. Die Me-
thode basiert auf dem Einbau eines benachbarten LNA-Nu-
kleotids. Die damit erzielte lokale Verfestigung der Duplex-
struktur schließt Relaxationskan�le, durch die der angeregte
Zustand von TO in Abwesenheit des LNA-Monomers ent-
vçlkert w�rde. Die vorteilhaften Merkmale – Stabilit�t gegen
Nukleasen, schwache Fluoreszenz im einzelstr�ngigen Zu-
stand, sehr helle Emission bei Bindung an die Ziel-RNA – die
f�r LNA-verbesserte Gapmer-FIT-Sonden charakteristisch
sind, ermçglichten die bildgebende Analyse der Dynamik von
kleinen, oskar-mRNA beinhaltenden Ribonukleotidpartikeln
in Drosophila-melanogaster-Oozyten. Die Signal-zu-Rausch-
und Signal-zu-Hintergrund-Verh�ltnisse sowie die gemesse-
nen RNP-Beweglichkeiten halten einem Vergleich mit
transgenen RNA-Detektionsmethoden stand, die, nach dem
heutigen Stand der Technik, auf der Verwendung von RNA-
Tags und der Expression fluoreszierender Fusions-MS2-
H�llproteine beruhen. FIT-Sonden sind die ersten fluoroge-
nen Hybridisierungssonden, die – im Gegensatz zu Untersu-
chungen mit Molecular Beacons von Mhlanga et al.[25] – die
Detektion von kleinen, mobilen RNPs gestatten. Basierend
auf diesen Ergebnissen erwarten wir, dass sich LNA-ver-
st�rkte FIT-Sonden besonders zur Anwendung in Organis-
men als n�tzlich erweisen, die transgenen Methoden gegen-
w�rtig nicht zug�nglich sind.
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